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RIASSUNTO 
L‟obiettivo di questa tesi è dimostrare che è possibile utilizzare un kit 
ELISA per determinare l‟Annessina 5 (ANXA5), considerata un possibile 
biomarker in fluidi biologici, allo scopo di diagnosticare tumori 
tiroidei.[1]Infatti, utilizzando l‟elettroforesi bidimensionale su campioni di 
ago aspirato tiroideo (FNA) pre chirurgico di pazienti con noduli benigni, o 
con sospetto carcinoma papillare, si è riscontrato un aumento della suddetta 
proteina nel tumore. [2]L‟analisi proteomica di FNA pre-chirurgico di 
pazienti con noduli tiroidei può aiutare a distinguere tra noduli benigni e 
maligni evitando così tireoidectomie inutili e invasive ed ovviando alla 
difficoltà di distinguere differenti sottotipi di tumore maligno mediante la 
semplice analisi patologica e l‟esame citologico dell‟ago aspirato.[3,4] 
La metodologia utilizzata consiste nell‟impiego di un kit ELISA in 
laboratorio per identificare l‟ANXA5 nell‟ago aspirato e in fluidi biologici 
come saliva e siero. In seguito all‟esame citologico sull‟ago aspirato i 
pazienti sono stati suddivisi nelle seguenti classi: 
-pazienti con lesioni microfollicolari 
-pazienti con nodulo benigno 
-pazienti con sospetto carcinoma papillare  
-pazienti con carcinoma papillare 
Le lesioni microfollicolari sono state suddivise in maligne e benigne grazie 
ad una analisi istologica successiva all‟asportazione dei noduli.[5-8] 
Per quanto riguarda l‟analisi della saliva, il campione fornito dal paziente 
dopo aver masticato un tampone per due minuti, viene raccolto in 
eppendorf, dopo essere stato estratto dal tampone grazie alla 
centrifugazione. Per rimuovere il pellet, il campione viene centrifugato. 
ottenendo il sovranatante su cui effettuare i dosaggi successivi. 
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Per ottenere i campioni di ago-aspirato la siringa utilizzata per il prelievo 
del materiale per il dosaggio citologico è stata lavata con soluzione 
fisiologica e la soluzione di lavaggio centrifugata e conservata per le analisi 
successive. Il sangue è stato prelevato al mattino in condizioni standard e i 
campioni sono stati centrifugati per ottenere il siero. Sui campioni dei tre 
tipi è stata ricercata l‟ANXA5 con saggio ELISA secondo la seguente 
metodologia: si effettua il coating sulla piastra con lo standard che 
competerà con la proteina in soluzione nel campione biologico per il 
lagame con l‟anticorpo primario. L'anticorpo secondario si legherà poi 
selettivamente all'antigene, se presente, e l'eccesso viene lavato via. 
Grazie all‟enzima, legato all‟anticorpo secondario, si può in seguito risalire 
spettrofotometricamente alla concentrazione del nostro analita. Si va a 
costruire una retta di taratura, utilizzando i valori di assorbanza ottenuti con 
lo standard, e in base all‟equazione della retta può essere determinata la 
concentrazione di ANXA 5 nei vari campioni.[9,10] 
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CAPITOLO 1 -INTRODUZIONE 
1.1 ANATOMIA DELLA TIROIDE  
La tiroide (dal greco ϑσρεοειδής cioè a forma di scudo oblungo)è una 
ghiandola endocrina a forma di farfalla, situata nella parte anteriore del 
collo e composta da due lobi, uno destro e uno sinistro,uniti al centro da un 
ponte stretto che prende il nome di istmo. La tiroide è una ghiandola molto 
piccola, basti pensare che complessivamente misura soltanto 5-8 cm di 
lunghezza e 3-4 cm di larghezza. Il suo peso è piuttosto variabile e dipende 
da alcuni parametri tra cui alimentazione, età e costituzione corporea. Negli 
adulti sani il peso della tiroide è mediamente di soli 20 grammi. (Fig. 
1)[11] 
 
 
 
Fig.1 Anatomia della tiroide 
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Le arterie deputate all‟irrorazione della tiroide sono: le arterie tiroidee su-
periori, derivate per ciascun lato dalla carotide esterna e dalle arterie 
tiroidee inferiori, che sono rami del tronco tireocervicale dell'arteria 
succlavia. Un'arteria tiroidea ima, incostante, può nascere direttamente dal 
tronco brachiocefalico o dalla carotide comune. Le vene formano nello 
spazio peritiroideo un ricco plesso che fa capo, per mezzo della vena 
tiroidea superiore, alla vena giugulare interna e della vena tiroidea 
inferiore, al rispettivo tronco brachiocefalico.[11] I linfatici provengono da 
reti perifollicolari e formano, in corrispondenza della capsula, una rete da 
cui tronchi ascendenti si portano ai linfonodi della catena giugulare interna 
e altri, discendenti, ai linfonodi pre- e paratracheali. L'innervazione è 
fornita dall'ortosimpatico cervicale e dal nervo vago, principalmente attra-
verso i nervi laringei superiore e inferiore.[11,12] 
I vasi linfatici e l‟innervazione sono gli stessi destinati alle paratiroidi. E‟ 
innervata dal sistema nervoso autonomo, da fibre ortosimpatiche e fibre 
vagali, che stimolano indirettamente la secrezione della ghiandola agendo 
sui vasi sanguigni.  
La tiroide viene isolata superficialmente da un involucro di tessuto 
connettivo denso (capsula fibrosa) che proietta sottili sepimenti all‟interno 
della ghiandola, i quali si risolvono in una fine trama intorno alle strutture 
parenchimali, anch‟esse riccamente vascolarizzate. [11] 
Il parenchima tiroideo è costituito da cellule di tipo epiteliale cubico che 
producono l‟ormone, disposte in modo da formare follicoli circolari di circa 
200-300cm di diametro. Un raggruppamento di 20-40 follicoli è definito 
lobulo.[13,14] 
L‟ormone neosintetizzato viene accumulato nel lume follicolare sotto 
forma di materiale colloidale. Quando la ghiandola è sottoposta a 
stimolazione, le cellule endocrine aumentano di volume e assumono una 
8 
 
forma più cilindrica, con il nucleo spostato verso la base. Il lume dei 
follicoli appare allora frastagliato, a causa dell‟attività proteolitica del 
colloide contenente l‟ormone. In stretta associazione con le cellule 
epiteliali si trovano, disseminate nella ghiandola, le cellule parafollicolari 
che producono calcitonina.[14] 
 
1.2 FISIOLOGIA FUNZIONALITA’ E ORMONI TIROIDEI 
Gli ormoni tiroidei si differenziano da tutti gli altri ormoni per la 
peculiarità di incorporare lo iodio in una struttura organica costituita da due 
molecole dell‟amminoacido tirosina.[12] I prodotti secreti dalla tiroide 
sono noti come iodotironine, delle quali la più importante è la 3,5,3‟,5‟-
tetraiodotironina,nota come tiroxina, e spesso chiamata anche T4,che ha la 
funzione di un pro-ormonecircolante. Il secondo ormone secreto dalla 
tiroide, di gran lunga inferiore è la 3,5,3‟-triiodotironina,conosciuta come 
triiodotironina e spesso denominata T3. La triiodotironina è la molecola a 
cui va ascritta la maggior parte dell‟attività tiroidea nelle cellule bersaglio 
ed è quella che viene di fatto prodotta nei tessuti periferici per 
trasformazione del pro-ormone T4.Infine esiste anche un terzo prodotto: la 
3,3‟,5‟ triiodotironina, conosciuta sotto il nome di T3 inversa. Essa si 
chiama così perchè differisce dalla T3 solo nella localizzazione di uno dei 
suoi tre atomi di iodio.[12] La T3 inversa è una molecola inattiva ed è 
prodotta per traformazione del pro-ormone T4 in condizioni nelle quali non 
sia necessaria la presenza di elevati livelli di attività tiroidea nei tessuti 
periferici.( Fig. 2)[12,14] 
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Fig.2 Ormoni tiroidei 
 
La sintesi degli ormoni tiroidei si articola in tre stadi principali: 
1)captazione e concentrazione dello iodio nella ghiandola;2)ossidazione e 
incorporazione di iodio nell‟anello fenolico della tirosina;3)accoppiamento 
di due molecole di tirosina iodata in una molecola di T3 o T4.  
Perché questi processi si verifichino, le molecole di tirosina devono essere 
preliminarmente legate da legami peptidici a formare una proteina nota 
come tireoglobulina (Tg).La Tg è di fatto la sostanza che viene dapprima 
iodata nelle sue specifiche componenti tirosiniche. Una volta completata la 
serie delle reazioni sintetiche, gli ormoni tioidei rimangono legati alla 
tireoglobulina: solo la scissione proteolitica del legame tra ormone e 
tireoglobulina permette la loro liberazione e la loro immissione in circolo. 
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La ghiandola tiroide è la componente effettrice di un classico asse 
ipotalamo-ipofisi-ghiandola periferica. La produzione degli ormoni è 
stimolata dalla tireotropina, o ormone stimolante la tiroide(TSH;Thyroid-
stimulatingHormone),secreta dall‟ipofisi anteriore.[12,14]A sua volta, la 
secrezione di TSH è stimolata dal fattore di liberazione della tireotropina 
(TRH,Thyrotropin-RelasingHormone)prodotto dall‟ipotolamo. Secondo i 
classici meccanismi di feedback, gli ormoni tiroidei T3 e T4 inibiscono la 
liberazione di TSH dall‟ipofisi e anche la secrezione di TRH da parte 
dell‟ipotalamo. ( Fig. 3)[12] 
 
 
Fig. 3 Asse ipotalamo-ipofisi tiroideo 
 
La tireotropina o TSH è un ormone glicoproteico con subunità alfa e beta 
analoghe a quelle delle gonadotropine. Esso è secreto in modo pulsatile e 
con un ritmo circadiano; i suoi livelli circolanti son più elevati durante il 
sonno e di notte. 
11 
 
Come già detto, un eccesso di ormoni tiroidei inibisce la trascrizione sia del 
gene del TRH sia dei geni che codificano per le subunità alfa e beta della 
tireotropina, sopprimendo così la secrezione di TSH e causando 
l‟inattivazione e la regressione della tiroide.[12] 
Per la sintesi degli ormoni tiroidei sono necessarie alcune componenti, 
quali la tirosina, messa a disposizione dalla Tg, lo iodio, che viene 
trasportato contro gradiente all‟interno del tireocita, ed un enzima che 
permetta l‟organificazione dello iodio nella Tg . 
La maggior parte dello iodio organico circolante è costituito dalla tiroxina, 
mentre la triiodiotironina rappresenta una percentuale relativamente minore 
(circa il 5%) e deriva per l‟80% dalla desiodazione di T4 in periferia.  
Nel circolo sanguigno gli ormoni tiroide  sono trasportati da alcune 
proteine plasmatiche, tra le quali TBG (thyroxine-bindingglobulin o 
globulina legante la tiroxina) e TTR (prealbumina legante la tiroxina, o 
transtiretina). [12,14] 
 
o TBG è una glicoproteina acida che costituisce il principale “carrier” 
degli ormoni tiroidei, legando una molecola di T4, con affinità più 
elevata rispetto a T3.  
o TTR  è una proteina di legame per il retinolo, presente in 
concentrazioni più elevate di TBG, costituita da quattro subunità 
apparentemente identiche, ma in realtà possiede solamente un sito di 
legame ad alta affinità sempre per T4.  
 
Il legame alle proteine plasmatiche protegge gli ormoni tiroidei dal 
metabolismo ed escrezione, assicurando un‟emivita più duratura in circolo.  
Solo gli ormoni “liberi” hanno attività metabolica: i livelli sierici 
biologicamente attivi sono mantenuti entro limiti piuttosto ristretti (0.03% 
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di tiroxina e 0.3% di triiodotironina), che tuttavia assicurano una rapida 
disponibilità tissutale. 
 
Gli ormoni tiroidei sono in grado di penetrare nelle cellule bersaglio e 
interagire con i propri recettori nucleari (TR).  
La T4 si lega ai recettori con affinità notevolmente minore rispetto alla T3. Il 
legame con TR media le azioni principali degli ormoni modulando la 
trascrizione di specifici geni. T4 e T3 possiedono un ruolo critico nello 
sviluppo dei vari apparati, soprattutto quello scheletrico e cerebrale.  
Anche nell‟adulto agiscono, mantenendo l‟omeostasi metabolica e 
influenzando le funzioni di quasi tutti gli apparati, con una specifica azione 
termogenetica.  
In generale, il risultato delle loro funzioni è un generale aumento della 
velocità del metabolismo basale.[14] 
 
1.3 PATOLOGIE DELLA TIROIDE 
Una classificazione clinico-funzionale delle malattie tiroidee distingue: 
- malattie nelle quali è coinvolta solo la funzionalità ghiandolare 
- malattie nelle quali è coinvolta solo la morfo-volumetria ghiandolare 
- malattie nelle quali modificazioni di funzioni e modificazioni di 
volume coesistono. 
Le modificazioni di funzione sono rappresentate dall‟ipotiroidismo e 
dall‟ipertiroidismo.[15] 
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1.3.1 Ipotiroidismo 
Dipende nella maggior parte dei casi da cause che risiedono nella stessa 
ghiandola; in questo caso l‟ipotiroidismo è definito primario o primitivo. 
La causa più frequente di ipotiroidismo primario è costituita dalla riduzione 
della massa di parenchima funzionante, che può dipendere da cause 
congenite,  conseguenti ad alterazioni del processo di differenziazione e/o 
migrazione caudale dell‟abbozzo tiroideo o più spesso da cause acquisite, 
per lo più iatrogene(post-chirurgiche, post-radioisotopiche) o collegate a 
processi di tiroidite autoimmune.[14] 
In altri casi il deficit di funzione tiroidea dipende da una turba 
dell‟ormonosintesi, come avviene nel deficit enzimatici congeniti o nella 
assunzione di farmaci (litio,iodio..) che bloccano a vari livelli il processo di 
sintesi ormonale. A volte  l‟ipotiroidismo può essere provocato dalla 
carenza alimentare di iodio. Ciò avviene per molto marcati deficit di 
apporto iodico (inferiore a 20/30 mcg/die) perché per apporti superiori, 
ancorchè al di sotto del fabbisogno normale, la ghiandola mette in atto 
dispositivi di compenso che ne assicurano l‟eutiroidismo.[14] 
Altri ipotiroidismi dipendono da processi patologici a carico dell‟ipofisi o 
dell‟ipotalamo o di entrambi. Si distingue un ipotiroidismo secondario, 
quando la causa risiede nell‟ipofisi (per lo più processi lesionali di varia 
natura che interessano la ghiandola e che abitualmente coinvolgono tutta o 
parte delle altre funzioni ipofisarie) ed un ipotiroidismo terziario, quando il 
processo determinante coinvolge solo la secrezione di TRH. La distinzione 
fra queste due varietà di ipotiroidismo si fonda sul comportamento del TSH 
al TRH che è assente nella forma secondaria mentre è presente, con alcune 
peculiarità di comportamento, nella forma terziaria. 
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Alcune volte l‟ipotiroidismo può dipendere da una resistenza periferica 
all‟azione degli ormoni tiroidei (ipotiroidismo periferico) legato a 
mutazioni delle strutture recettoriali che riducono o impediscono 
l‟espressione del messaggio ormonale. 
L‟ipotiroidismo è nella stragrande maggioranza dei casi definitivo e mostra 
un più o meno espresso quadro clinico-funzionale. Solo raramente può 
assumere carattere transitorio, quando la causa che lo ha determinato è 
reversibile; talvolta esso può fornire una espressione clinico-biologica 
trascurabile rappresentata solo da una più o meno modesta elevazione di 
TSH, con normalità degli altri parametri ormonali e con sostanziale assenza 
di corrispettivi clinici (ipotiroidismo subclinico).[14,15] 
 
1.3.2 Ipertiroidismo 
Esso può dipendere: 
- da una iperproduzione autonoma di ormoni tiroidei da parte di aree 
circoscritte di parenchima ghiandolare. 
Appartengono a questo gruppo di ipertiroidismi:a) l‟adenoma tossico di 
Plummer e b)il gozzo multinodulare tossico.[15] 
- da una intensa e protratta stimolazione della funzione tiroidea da 
parte: 
a) del TSH ipofisario prodotto in eccesso dall‟ipofisi e non controllato 
dal feed-back negativo esercitato dagli ormoni tiroidei; si definisce 
ipertiroidismo da inappropriata secrezione di TSH e può riconoscere 
una causa tumorale (adenoma TSH-secernente) o causa non tumorale 
(resistenza ipofisaria selettiva all‟azione degli ormoni tiroidei);[14] 
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b) di autoanticorpi tireostimolanti prodotti con meccanismo 
autoimmunitario e diretti contro il recettore del TSH. Appartengono 
a questo gruppo la malattia di Flajani-Basedow o morbo di Graves o 
gozzo diffuso tossico e la varietà ipertiroidea della tiroidite 
autoimmune di Hashimoto.[14] 
Dall‟ipertiroidismo vanno distinte quelle altre situazioni funzionali in cui 
l‟aumento degli ormoni tiroidei piuttosto che dall‟iperfunzione ghiandolare 
dipende dalla immissioni in circolo di ormoni preformati come avviene in 
casi di esagerata assunzione, iatrogena o fattizia, di ormone tiroideo o di 
una loro aumentata liberazione a seguito della lisi del parenchima 
ghiandolare, come si verifica nel corso di alcune tiroiditi. Queste 
condizioni sono indicate come “tireotossicosi”, termine omnicomprensivo 
di tutte le situazioni funzionali in cui i tessuti periferici sono esposti ad un 
eccesso di ormoni tiroidei indipendentemente dal meccanismo con cui tale 
eccesso si instaura. I termini ipertiroidismo e tireotossicosi non sono perciò 
interscambiabili: l‟ipertiroidismo è causa di tireotossicosi, ma molte 
tireotossicosi non dipendono dall‟ipertiroidismo.[14] 
Un ipertiroidismo può essere iodio-indotto, dimostrando che lo iodio, a 
seconda del contesto biologico nel quale viene ad interferire, può provocare 
opposte condizioni di alterata funzione tiroidea. 
Esistono altre varietà di ipertiroidismo (da mola vescicolare, da struma 
ovarico, da metastasi funzionanti di carcinomi tiroidei differenziati), ma si 
tratta di evenienze molto rare e spesso di problematico accertamento 
diagnostico. 
Ipertiroidismo ed ipotiroidismo a volte decorrono senza modificazioni della 
morfo-volumetria tiroidea; abbastanza di frequente, invece, alterazioni di 
funzione e modificazioni di volume coesistono nello stesso caso. Le 
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malattie della tiroide che si presentano solo con variazioni di volume, senza 
portare necessariamente anche una variazione di funzione sono le seguenti: 
-gozzo semplice, normofunzionante, la cui storia naturale prevede, specie 
nelle aree iodocarenti, una progressione multinodulare, prima 
normofunzionante, poi, eventualmente “tossica”  
-nodulo singolo o multiplo (gozzo uni e multinodulare 
normofunzionante).[15,16] 
1.3.3 Gozzo 
Gozzo semplice e noduli costituiscono le evenienze di patologia tiroidea di 
più frequente riscontro nella pratica clinica. La loro elevata prevalenza si 
connette al rapporto patogenetico che essi contraggono con la carenza 
iodica alimentare. Poiché lo iodio riveste un ruolo fondamentale per la 
sintesi ormonale tiroidea, la sua carenza cronica è causa di un deficit di 
produzione ormonale; questo attraverso l‟aumento del TSH ipofisario, 
induce la comparsa del gozzo e/o la trasformazione nodulare della 
ghiandola. Quando il gozzo colpisce più del 10% della popolazione esso 
viene definito gozzo endemico.[14] 
E‟ ampiamente dimostrato che gozzo e noduli sono presenti in percentuali 
molto alte nelle zone in cui l‟apporto iodico alimentare è deficitario. Della 
patologia nodulare tiroidea fanno parte anche i tumori maligni differenziati 
della ghiandola che, per quanto di numero relativamente limitato, 
richiedono di essere discriminati dalla restante congerie di noduli benigni, 
in modo da riservare solo ad essi la soluzione chirurgica di principio e 
lasciare gli altri noduli a soluzioni terapeutiche alternative. 
 Le tiroiditi concorrono in maniera rilevante alla nosografia tiroidea, non 
tanto le ormai sporadiche tiroiditi acute batteriche o parassitarie o le ancora 
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più rare tiroiditi lignee di Riedel, quanto piuttosto le tiroiditi subacute e 
quelle croniche linfocitarie a patogenesi autoimmune. Queste ultime non di 
rado sfuggono al rilevamento clinico in fase d‟esordio, presentandosi 
abitualmente senza modificazioni di volume né evidenza di manifestazioni 
clinico-funzionali (tiroiditi atrofiche); esse vengono scoperte solo 
tardivamente per l‟affiorare dei segni della loro evoluzione funzionale in 
ipotiroidismo.[14] 
In molti casi le tiroiditi croniche linfocitarie possono presentarsi con gozzo 
o mostrare un esordio in ipertiroidismo per la presenza di autoanticorpi 
tireostimolanti, di solito transitorio. Quadri tireotossici transitori possono 
presentarsi quando la tiroide comporti una più o meno pronunziata lisi 
follicolare con la conseguente liberazione di ormoni tiroidei preformati.  
Altra varietà di tiroidite è quella silente, senza dolore, con un quadro 
tireotossico a “ciclo chiuso”, perché si esaurisce nel corso di poche 
settimane o di qualche mese, senza importanti reliquati funzionali; spesso 
evoca la malattia di Basedow dalla quale si diversifica per la minor 
vistosità del quadro clinico e soprattutto per la diffusa ipocaptazione del 
radioiodio. E‟ stata indicata come ipertiroidite e in molti paesi costituisce la 
forma più comune di tireotossicosi. 
Alla tiroidite silente si collega la varietà detta del post-partum 
patologicamente connessa con le modificazioni della reattività immunitaria 
che si verificano in particolari condizioni; non di rado si presenta con 
gozzo ed è possibile l‟evoluzione funzionale in ipotiroidismo definitivo. 
Infine va segnalata la possibilità che processi infiammatori possano 
coinvolgere la tiroide a seguito dell‟esposizione del collo a radiazioni 
esterne o dopo radioterapia(tiroiditi attiniche) o a seguito della assunzione 
di farmaci (tiroiditi da farmaci: litio, iodio, interferoni, ecc..)[15,16] 
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1.4 TUMORI DELLA TIROIDE 
Il cancro alla tiroide è la malattia più comune del sistema endocrino, 
rappresentando approssimativamente l‟1% di tutti i tumori maligni. 
Secondo le più recenti ricerche epidemiologiche, nei Paesi Occidentali la 
sua incidenza ha avuto un rapido incremento, in particolare per i carcinomi 
tiroidei a basso rischio. Infatti, l‟incremento è inversamente correlato alle 
dimensioni del tumore, alla presenza di linfoadenopatie laterocervicali 
palpabili e di metastasi a distanza. [17] 
Oltre alla progressiva diffusione della patologia nodulare, i fattori che 
incidono su questo parametro sono: il miglioramento dell'educazione 
sanitaria nella popolazione, l'introduzione e diffusione dell'ecografia nella 
diagnostica delle patologie tiroidee, il miglioramento delle tecniche di 
diagnosi anatomo-patologica, in particolare per quanto concerne la diagnosi 
citologica su ago-aspirato delle lesioni nodulari, terapeutiche e di follow-
up, che hanno consentito la diagnosi di un elevato numero di carcinomi 
tiroidei asintomatici ed in fase preclinica.  
In generale, l‟aumento di incidenza sembra più apparente e dovuto ad una 
più accurata e precoce diagnosi. Si può osservare, inoltre, una riduzione del 
tasso di mortalità per patologia tumorale tiroidea (causa solo lo 0,29% delle 
morti per cancro) e ciò trova spiegazione anche nel maggiore apporto 
alimentare di iodio, che influenza l'istotipo del tumore e quindi la prognosi. 
Infatti, quando viene eseguito un corretto management terapeutico, la 
sopravvivenza a 5 anni dalla diagnosi è approssimativamente del 85-90%. 
La percentuale residua comprende forme molto aggressive e relativamente 
resistenti alla chemioterapia o alle radiazioni esterne.[18] 
Ad oggi, il tumore alla tiroide è la sesta patologia tumorale più comune 
nelle donne, la seconda nelle donne sotto i 40 anni.  
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Al contrario, i casi in età giovanile e quelli dell‟età adulta avanzata non 
mostrano predilezione di sesso. 
Come per la maggior parte delle neoplasie solide, anche per i tumori della 
tiroide l'eziologia sembra essere multifattoriale, risultato di una complessa 
interazione di fattori genetici ed ambientali nei soggetti a rischio. Tra i 
fattori di rischio del cancro alla tiroide troviamo:[19] 
o Età e genere dell‟individuo (sono più facilmente maligni nei soggetti 
maschi, in quelli oltre i 60 anni, nei bambini e negli adolescenti);  
o precedente esposizione a radiazioni ionizzanti (incidenti nucleari, 
irradiazione esterna della regione del collo, soprattutto in età 
infantile);  
o familiarità per carcinoma tiroideo o poliposi familiare;  
o preesistente patologia tiroidea benigna;  
o fattori ormonali e gravidanze;  
o massa corporea (obesità);  
o apporto alimentare di iodio  
o altri fattori alimentari e ambientali  
Studi epidemiologici hanno dimostrato un drammatico incremento 
nell‟incidenza di alcuni tipi di tumore nei sopravvissuti alla bomba atomica 
e nei superstiti dell‟esplosione dei reattore nucleare di Chernobyl.[20] 
Il carcinoma alla tiroide non è di solito ereditario, ma studi epidemiologici 
hanno dimostrato che i parenti stretti di soggetti che hanno avuto un 
carcinoma, incorrono in un rischio di contrarre carcinoma pari al 3-10%. 
Anche se non sono state ancora identificate mutazioni specifiche, i 
meccanismi molecolari fanno pensare ad una predisposizione familiare al 
carcinoma legata ad un‟alterazione del complesso telomerasico. Il 
carcinoma alla tiroide differenziato può far ereditare varie sindromi 
tumorali: poliposi adenomatosa familiare (FAP) e il complesso di Carney.  
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 Il Complesso di Carney è una malattia rara caratterizzata da un 
insieme di alterazioni che possono essere così riassunte: lesioni 
cutanee associate a tumori che possono coinvolgere sia organi 
endocrini che non endocrini. 
 La Poliposi Adenomatosa Familiare (FAP o Adenomatosis coli o 
Poliposi Familiare del colon-retto) è una sindrome relativamente rara 
caratterizzata dalla comparsa, di solito in età giovanile, di centinaia o 
migliaia di adenomi distribuiti nei vari segmenti del grosso intestino. 
Circa il 2%dei pazienti con FAP sviluppa un tumore alla tiroide 
.[14,15] 
 
1.4.1 ADENOMI 
L‟adenoma follicolare è un tumore benigno della tiroide che insorge dalle 
cellule follicolari ed è il più comune tumore tiroideo. La maggior parte dei 
pazienti sono adulti, con riscontro di lesione nodulare del collo. Solo alcuni 
pazienti hanno livelli elevati di tireoglobulina nel sangue e ancor meno 
presentano segni di ipertiroidismo: in questo caso l‟adenoma follicolare è 
anche chiamato adenoma tossico di Plummer. Macroscopicamente la 
tiroide è sede di un nodulo singolo, il cui diametro può variare da alcuni 
millimetri (rilievo occasionale nelle tiroidi asportate per gozzo) fino ad 
alcuni centimetri (nelle forme sintomatiche), circondato completamente da 
una sottile capsula. Il suo colorito è di solito brunastro, di aspetto compatto 
e omogeneo. Microscopicamente l‟adenoma è caratterizzato dalla 
proliferazione di tanti otricoli, circondati dalla capsula che, a seconda della 
loro grandezza, caratterizzano l‟adenoma in: 
 a) Normofollicolare, se gli otricoli hanno dimensioni uguali a quelli della 
tiroide normale;  
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b) Microfollicolare, se gli otricoli sono di dimensioni inferiori agli otricoli 
della tiroide normale;  
c) Macrofollicolare, se gli otricoli sono di dimensioni superiori agli 
otricoli della tiroide normale;   
d) Solido-trabecolare, se vi è crescita solida degli otricoli con stroma 
fibrotico interposto. Se vi è presenza di cellule follicolari con nuclei più 
grandi e scuri rispetto ai nuclei delle cellule follicolari della tiroide 
normale, l‟adenoma può essere chiamato “a cellule bizzarre”.  
Questi diversi aspetti dell‟adenoma (o istotipi) non hanno significato 
prognostico e/o clinico. Altri aspetti istologici dell‟adenoma follicolare 
sono edema, fibrosi, foci di emorragia, calcificazioni, degenerazione cistica 
e foci di metaplasia ossea. Questi aspetti sono più comuni negli adenomi di 
grosse dimensioni. La terapia per l‟adenoma è la 
emitiroidectomia(asportazione chirurgica del lobo tiroideo sede 
dell‟adenoma) o la tiroidectomia totale (se entrambi i lobi sono sede di 
adenoma), che nei pazienti sintomatici risolve la sintomatologia.[14,15] 
 
1.4.2 CARCINOMA TIROIDEO 
1.4.3 a Carcinoma papillare  
E‟ il tumore maligno della tiroide più diffuso, esso colpisce più spesso il 
sesso femminile, soprattutto in giovane età. Una lenta crescita ed una buona  
prognosi sono caratteristiche comuni di questo tumore, che presenta una 
sopravvivenza a 20 anni superiore al 90%. 
Il carcinoma papillare presenta caratteristiche istologiche peculiari, la 
capsula fibrosa e, soprattutto, le microcalcificazioni, causate dalla 
deposizione di sali di calcio nei corpi psammomatosi; esse sono presenti 
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con la stessa alta incidenza sia nel tumore primitivo sia nelle metastasi ai 
linfonodi laterocervicali e ricorrenziali. ( Fig.4 ) 
La principale via di diffusione del tumore è il sistema linfatico: in più del 
50% dei casi sono presenti metastasi ai linfonodi laterocervicali al 
momento della diagnosi, ma ciò non rappresenta un fattore prognostico 
negativo. Le metastasi a distanza sono rare.[21] 
Esistono due varianti del carcinoma papillare: la variante follicolare, di 
solito non capsulata, con un pattern follicolare, ma con corpi 
psammomatosi al suo interno ed il tipo diffuso, che colpisce soprattutto i 
bambini, in cui la struttura della ghiandola tiroidea viene completamente 
sovvertita da corpi psammomatosi ed infiltrati linfocitari. 
Le caratteristiche ecografiche del carcinoma papillare sono relativamente 
distintive nella maggior parte dei casi: 
- Ipoecogenicità, dovuta all‟alta cellularità della lesione, con scarsa 
colloide. 
- Microcalcificazioni, che possono avere o meno il cono d‟ombra 
posteriore. 
- Ipervascolarizzazione, con ampi e diffusi segnali vascolari al suo 
interno, con disposizione disordinata dei vasi correlata alla tortuosità 
del loro decorso ed agli shunts artero-venosi. 
- Presenza di metastasi linfonodali laterocervicali e/o ricorrenziali, che 
presentano di solito le stesse caratteristiche del tumore primitivo.  
Sono inoltre non di raro riscontrate anche peculiari forme di neoplasia 
papillare tiroidea, solitamente ben individuabili e diagnosticabili all‟esame 
ecografico: 
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- carcinoma papillare multifocale, dovuta a precoce diffusione 
endolinfatica 
- carcinoma cistico-papillare, costituito da una cavità cistica con 
margini non regolari e frequenti microcalcificazioni 
- carcinoma papillare sclerosante, con prevalente componente fibrosa 
all‟esame istologico  
- microcarcinoma papillare, di dimensioni inferiori a 5-6mm, non 
capsulato, dotato di spiccata linfotropia, con precoce interessamento 
delle linfoghiandole laterocervicali che solitamente costituiscono il 
primo riscontro clinico della malattia. 
L‟ecografia ha anche un ruolo importante nel follow-up di pazienti 
sottoposti a tireoidectomia per neoplasia papillare, per la ricerca di 
eventuali recidive nella loggia tiroidea o lungo le catene laterocervicali, in 
particolare attorno alla vena giugulare interna.[14] 
 
Fig. 4 Istologia del carcinoma papillare 
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1.4.2 b Carcinoma follicolare  
Questo rappresenta il 5-15 % dei tumori maligni della tiroide ed è più 
frequente nei pazienti di età avanzata e nei paesi dove il gozzo è endemico; 
infatti spesso questo tumore si associa ad iperplasia multinodulare o ad 
adenoma.[21] 
Ci sono due tipi istologici di carcinoma follicolare, che si differenziano in 
modo marcato ai fini prognostici: 
- forma scarsamente invasiva: tumore capsulato, che può presentare 
invasione della sola capsula, senza infiltrazione vascolare 
- forma altamente invasiva: con invasione vascolare attraverso la 
capsula ed infiltrazione della ghiandola tiroidea. Nel 50-80 % dei 
casi si metastatizza ed ha una elevata mortalità. 
Entrambi i tipi possono avere una via di diffusione per via ematogena, con 
metastasi a ossa, polmoni, cervello, fegato, mentre le metastasi linfonodali 
sono relativamente infrequenti.[22] 
La particolarità istologica di questa neoplasia è che, a causa della frequente 
associazione con noduli di iperplasia, è impossibile diagnosticare questo 
tumore con l‟ecografia. Esistono solo alcuni aspetti ecografici non specifici 
che possono portare alla diagnosi, come i margini irregolari, l‟alone sottile 
ed irregolare e la vascolarizzazione disordinata all‟eco-color-Doppler. 
D‟altra parte, spesso anche la citologia per agoasprazione non è in grado di 
fornire la diagnosi di certezza, che si ottiene soltanto istologicamente con 
l‟analisi del pezzo operatorio. Pertanto, quando la diagnosi citologica è di 
“nodulo follicolare”, la lesione deve essere sottoposta ad intervento e 
successivamente esaminata istologicamente. (Fig. 5 )[14,23] 
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Fig.5 Istologia del carcinoma follicolare 
1.4.2 c Carcinoma anaplastico 
Rappresenta il 5-10 % di tutti i tumori della tiroide, colpisce maggiormente 
le persone di età avanzata ed è altamente aggressivo, con un tasso di 
mortalità molto alto. 
Il tumore spesso si presenta come una massa che aumenta rapidamente di 
dimensione, estendendosi al di fuori della ghiandola tiroidea ed invadendo 
le strutture adiacenti. Frequenti sono le forme miste, con componenti 
papillari o follicolari.[24] 
Ecograficamente il carcinoma anaplastico si presenta come una grossolana 
lesione nodulare, con aree di necrosi e calcificazioni amorfe al suo interno, 
con margini marcatamente irregolari e precoce invasione della capsula 
della tiroide ed infiltrazione delle strutture adiacenti. ( Fig.6 ) 
Sono presenti metastasi linfonodali e a distanza dell‟80% dei casi. 
Spesso l‟ecografia non può esaminare in modo adeguato questo tipo di 
neoplasia a causa delle sue grandi dimensioni: in questo caso, allo scopo di 
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definire l‟estensione della patologia e di evidenziare l‟invasione delle 
strutture anatomiche contigue, è necessario eseguire una TC o RM.[14] 
 
Fig.6 Istologia del carcinoma anaplastico 
 
1.4.2 d Carcinoma midollare 
E‟ raro, rappresentando il 5% delle neoplasie tiroidee. Esso deriva dalle 
cellule parafollicolari che secernono tireocalcitonina; nel 10-20% dei casi 
vi è familiarità, in associazione con la sindrome MEN di tipo II. In questo 
caso il tumore metastatizza rapidamente ed il tasso di sopravvivenza a 5 
anni è solo del 55%. La malattia è multicentrica o bilaterale nel 90% dei 
casi nella forma familiare. 
Nel 50%dei casi sono evidenziabili metastasi linfonodali al momento della 
diagnosi e nel 15-20 % sono presenti metastasi a distanza. 
La neoplasia si localizza solitamente nei due terzi superiori della ghiandola, 
laddove maggiore è la concentrazione di cellule parafollicolari. 
L‟aspetto ecografico del carcinoma midollare è simile a quello del 
carcinoma papillari: i rilievi più distintivi sono infatti margini irregolari, 
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microcalcificazioni, ipervascolarizzazione con pattern disordinato dei vasi 
e frequente associazione con linfoadenopatie metastatiche. ( Fig.7 ) 
Le microcalcificazioni sono dovute a depositi calcifici di sostanza amiloide 
e sono presenti nel 80-90% dei casi, sia nel tumore primitivo sia nei 
linfonodi metastatici.[15] 
 
 
Fig. 7 Istologia carcinoma midollare 
 
1.4.3 IL LINFOMA 
Rappresenta circa il 4% delle neoplasie tiroidee; più frequentemente è del 
tipo non–Hodgkin e colpisce donne di età avanzata. Il rilievo tipico è quello 
di una massa che si presenta con un rapido incremento delle sue 
dimensioni, con conseguenti sintomi di ostruzione, quali dispnea e 
disfagia.( Fig. 8) 
Nel 70-80% dei casi il linfoma origina da una preesistente tiroidite cronica 
di Hashimoto, con ipotiroidismo sub-clinico o franco. La prognosi è molto 
variabile, in quanto dipende dallo stato della malattia; il tasso di 
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sopravvivenza a 5 anni varia tra il 90% negli stadi preococi ed il 5% in caso 
di malattia avanzata,disseminata.[14] 
 
Fig.8 Istologia linfoma 
 
 
1.4.4 METASTASI TIROIDEE  
Le metastasi tiroidee sono rare, si verificano tardivamente nel corso delle 
patologie neoplastiche e generalmente sono localizzazioni per via 
ematogena, meno frequentemente per via linfatica. L‟incidenza, in paziente 
con neoplasia primitiva nota, è del 2-17%. I tumori primitivi che possono 
dare localizzazioni secondarie alla ghiandola tiroidea sono: melanoma, 
carcinoma alla mammella, carcinoma renale. Le lesioni sono spesso 
solitarie e ben circoscritte.[14] 
Ecograficamente si presentano come lesioni solide, ipoecogene, di grandi 
dimensioni, a margini ben definiti, localizzate prevalentemente al polo 
inferiore; non sono presenti calcificazioni.[15] 
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1.5 DIAGNOSTICA DEL NODULO TIROIDEO CHIARAMENTE 
MANIFESTO 
Non esiste una chiara correlazione tra le dimensioni della tiroide, la 
presenza di noduli e la sintomatologia lamentata dal paziente. La maggior 
parte dei pazienti con struma o gozzo multinodulare è asintomatica. 
I sintomi lamentati riguardano essenzialmente la compressione delle 
strutture del collo o dello stretto toracico superiore (in caso di estensione 
retrosternale dello struma). Più raramente si possono avere dolenzia o 
fastidio a livello dei noduli. Un dolore netto, spontaneo o evocato dalla 
palpazione, di un nodulo si può avere nell‟ambito di una tiroidite. I segni e 
sintomi più frequenti sono caratterizzati da: massa a lenta crescita a livello 
della regione tiroidea del collo, senso di soffocamento e tosse stizzosa, 
disfagia soprattutto per i liquidi, difficoltà a dormire in posizione supina o 
coricati dalla parte di maggiore sviluppo dello struma. In casi più gravi con 
compressione tracheale possono comparire dispnea, stridore inspiratorio 
che si accentuano nel sollevare le braccia verso l‟alto. Molto rare sono, nel 
caso dello struma multinodulare, la disfonia da paralisi del ricorrente o la 
paresi del nervo frenico o della catena del simpatico cervicale. In tale 
evenienza il sospetto di una neoplasia tiroidea è molto forte. 
 
1.5.1 ESAMI STRUMENTALI 
 Esami del sangue: il medico controllerà il livello dell‟ormone TSH 
nel sangue. Se il valore è troppo basso o troppo alto, la tiroide                 
non funziona bene. Se il medico sospetta un adenocarcinoma 
midollare, gli   esami del sangue saranno mirati al controllo della 
calcitonina. 
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 Ecografia: ha drasticamente modificato l‟iter diagnostico della 
patologia nodulare tiroidea. E‟ una metodica ormai diffusa anche 
nella pratica ambulatoriale, a basso costo non invasiva, con limitato 
disagio per il paziente e non associata a somministrazione di 
radiazioni; pertanto l‟ecografia può essere effettuata a qualsiasi età 
ed in qualsiasi periodo della vita fertile.  
 La scintigrafia ha rappresentato per decenni l‟esame cardine nella 
diagnostica della patologia nodulare tiroidea. Attualmente il suo 
ruolo si è molto ridimensionato. Esso mantiene la sua piena utilità 
nella valutazione funzionale dei noduli tiroidei. I noduli vengono 
differenziati in caldi, freddi o isocaptani. I noduli caldi rappresentano 
adenomi dotati di autonomia funzionale e capacità di inibire la 
captazione da parte del tessuto tiroideo sano; possono essere 
“tossici”, quando producono un eccesso di ormoni tiroidei. I noduli 
isocaptani sono caratterizzati da tessuto normofunzionante.  I noduli 
freddi sono caratterizzati da tessuto ipo-o non funzionante. 
 TAC,RMN e PET: il loro utilizzo nella diagnostica della patologia 
nodulare tiroidea è alquanto limitato. Esse non presentano alcun 
vantaggio rispetto all‟ecografia nella visualizzazione dettagliata del 
parenchima tiroideo. RMN e TAC non sono in grado di differenziare 
lesioni maligne e benigne. Assumono invece un ruolo importante 
nella ricerca di metastasi linfonodali nel follow-up dei carcinomi 
tiroidei. Al contrario la PET ha dimostrato una buona capacità 
diagnostica sui noduli maligni. 
 Agoaspirato(FNA): il suo utilizzo nella valutazione dei noduli 
tiroidei ha costituito un importante passo in avanti nella diagnostica. 
Attualmente l‟agoaspirato viene considerato il metodo più affidabile 
per distinguere la natura dei noduli tiroidei. 
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Alcuni autori americani consigliano di biopsare solo i noduli 
palpabili con diametro maggiore o uguale a 15 mm, a meno che il 
nodulo non presenti caratteri ecografici sospetti o che il paziente 
presenti fattori di rischio per carcinoma tiroideo (pregressa 
irradiazione del collo, familiarità per carcinomi tiroidei). Se vi è 
discreto accordo in merito alla necessità di agobiopsare i noduli 
tiroidei palpabili, è ancora discusso l‟atteggiamento da tenere nei 
confronti dei noduli non palpabili.[25] 
Sono stati identificati inoltre alcuni criteri ecografici sospetti di 
malignità che possono orientare nella decisione: irregolarità dei 
margini, vascolarizzazione intranodulare e presenza di 
microcalcificazioni sono risultati essere fattori di rischio 
indipendenti per malignità molto maggiore rispetto a dm maggiore di 
10 mm. Gli autori stabiliscono un diametro minimo di 8 mm per la 
valutazione citologica dei noduli tiroidei non palpabili, 
raccomandando il follow up ecografico delle lesioni di minori 
dimensioni.[14] 
 
1.6 TERAPIA 
La scelta del tipo di terapia corretto dipende da: 
 tipo di tumore (papillare, follicolare, midollare o anaplastico), 
 dimensioni del nodulo, 
 età del paziente, 
 eventuale presenza di metastasi. 
 
Non esiste tutt‟oggi un trattamento preferenziale per i noduli singoli o per 
lo struma normofunzionante, una volta escluso il rischio di malignità. Le 
operazioni terapeutiche disponibili sono rappresentate dalla terapia 
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soppressiva con L-tiroxina, la chirurgia e la terapia radiometabolica. A 
queste misure classiche se ne aggiungono altre quali l‟alcolizzazione 
percutanea dei noduli o il trattamento percutaneo con laser o 
radiofrequenze, ancora in fase di sviluppo.[26] 
Per i tumori maligni invece bisogna ricorrere nella maggior parte dei casi 
alla chirurgia, che comprende due tipi di intervento: 
 emitiroidectomia o lobectomia tiroidea o istmolobectomia 
tiroidea cioè asportazione di metà tiroide 
 tiroidectomia cioè asportazione di tutta la tiroide 
L‟asportazione può essere : 
 totale: completa, senza lasciare un residuo di tessuto tiroideo 
 subtotale :incompleta, lasciando un residuo. Di solito questo 
residuo viene lasciato dal chirurgo per tenersi alla larga dal 
nervo laringeo inferiore o ricorrente, onde evitare danni alla 
voce.[27] 
La tiroidectomia è l'intervento chirurgico per l'asportazione della tiroide. 
Questo intervento viene eseguito comunemente per gozzo multinodulare, 
tumore della tiroide, e ipertiroidismo (malattia di Graves-Basedow nei casi 
non passibili di terapia radiometabolica, strumabasedowizzato).[27,28] 
 
1.7  MARKER TUMORALI 
Il termine ''marker tumorale'' è stato originariamente utilizzato per indicare 
una proteina nel sangue in grado di segnalare la presenza o sospetto di 
tumore. Attualmente, l'utilità dei marcatori tumorali è stata utilizzata per: 
 identificare i soggetti a rischio per lo sviluppo di un tumore 
specifico 
 effettuare la diagnosi precoce di un tumore  
 contribuire histotyping del tumore; 
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 contribuire alla prognosi; 
 monitorare la progressione del tumore, primario o metastatico; 
 monitorare la risposta alla terapia; 
 contribuire alla comprensione della patogenesi del tumore; 
 suggerire interventi diagnostici o terapeutici correlati 
 
Un buon marker tumorale deve inoltre avere determinate caratteristiche: 
 Avere una buona sensibilità, cioè non fornire risultati falsi negativi, 
cioè valori normali in soggetti affetti da tumore;  
 Avere un‟alta specificità, cioè risultare normale in soggetti non 
affetti da neoplasia: deve quindi fornire un minimo numero di 
risultati falsi positivi. Inoltre deve essere selettivo per un determinato 
tipo di tumore, in modo da consentire una diagnosi specifica e non 
generica di neoplasia  
 Trovarsi nei liquidi biologici in quantità sufficiente da poter essere 
determinato con metodi relativamente semplici, riproducibili e poco 
costosi  
 Avere una concentrazione nei liquidi biologici correlata con il 
volume della massa neoplastica;  
 Essere in grado di monitorare le possibili ricadute.  
 
Nel caso specifico dei markers tumorali della tiroide (TTM), la valutazione 
biochimica del paziente con un cancro alla tiroide ha fatto passi da gigante: 
dall‟analisi della Tg e della calcitonina(CTN), si è passati all‟analisi 
genomica e proteomica. Per diversi decenni, ci sono state molte polemiche 
riguardo la gestione di noduli tiroidei, evidenziando la necessità di avere un 
marker tumorale affidabile che sarebbe utile nella pratica clinica di 
routine.[25,26,10] 
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1.8  PROTEOMICA  
Il termine “proteomica” descrive un‟analisi globale del proteoma che si 
compone di tutte le proteine espresse in un certo tempo e in un certo stato 
fisiologico in una specifica entità biologica. 
Gli studi sul genoma e trascriptoma hanno migliorato significativamente la 
comprensione della carcinogenesi, tuttavia è riconosciuto che da soli hanno 
valenza limitata, poiché il cancro è una malattia non solo a livello genico, 
ma coinvolge anche l‟assetto proteico. Le proteine possono essere 
identificate, estratte, e quantificate con tecniche differenti su siero, tessuto 
tiroide o linee cellulari.[29] 
Le cinque categorie di studio del proteoma sono le seguenti: identificazione 
delle proteine, analisi quantitativa del contenuto proteico, interazioni tra 
proteine, modificazioni post-traduzionali e analisi strutturale del proteoma.  
La proteomica può essere suddivisa in due settori principali:  
- proteomica profiling: fornisce la descrizione dell‟intero proteoma di 
una cellula, organismo o tessuto. Lo scopo è l‟identificazione delle 
proteine presenti nel campione.  
- proteomica funzionale: fornisce la caratterizzazione di alcune 
proteine (attività, interazioni, modificazioni post-traduzionali) per 
comprendere meccanismi cellulari a livello molecolare. Lo scopo è 
caratterizzare un piccolo numero di proteine implicate nella 
questione biologica studiata, nella specifica funzione o fenotipo. Le 
metodiche di proteomica funzionale sono adatte allo studio delle vie 
di trasduzione del segnale, in particolare rendono possibile il 
monitoraggio di eventuali cambiamenti nel pattern proteico di 
cellule, tessuti o organismi in seguito a stati morbosi o a trattamenti 
con farmaci.[30,31] 
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Quindi, la proteomica è in grado di informarci sull‟impatto delle mutazioni 
geniche sui processi funzionali e dinamici mediati dalle proteine all‟interno 
della cellula. Questo è uno stimolante campo di ricerca per identificare le 
proteine, svelarne le correlazioni con definiti quadri fisiopatologici e usare 
queste conoscenze per la creazione di targets terapeutici o biomarcatori 
diagnostici. 
Le principali tappe nella ricerca di biomarcatori (biomarker discovery) 
mediante analisi proteomica sono le seguenti:  
o Study Design: comprende la definizione del quesito clinico, la 
selezione di campioni prestabiliti e relativi controlli, l‟esecuzione di 
studi pilota.  
o Discovery: ricerca ed identificazione di proteine differenzialmente 
espresse.  
o Validation: utilizza un set indipendente e numeroso di campioni per 
convalidare i migliori marcatori identificati con predittività elevata, 
indaga la loro presenza nei fluidi biologici interessati.  
o Assay: sviluppo di un saggio per la ricerca e validazione del 
biomarcato. 
A causa della eterogeneità delle proteine, per la ricerca proteomica sono 
state sviluppate varie tecnologie che integrano metodi biologici, chimici ed 
analitici. Una di queste tecniche è l‟elettroforesi su gel in due dimensioni. 
L'elettroforesi bidimensionale (2-DE) è il metodo “classico” e 
maggiormente usato per separare, visualizzare, quantificare ed identificare 
centinaia di proteine a seconda del loro punto isoelettrico e peso 
molecolare, in un singolo gel, partendo da campioni di complesse miscele 
proteiche estratte da cellule, tessuti o altri campioni biologici. 
Questa tecnica, introdotta nel 1975 da O‟Farrel e Klose, separa le proteine 
in due step distinti (Fig.2): 
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1) la 1° dimensione, Iso-Elettro Focusing (IEF), separa le proteine 
secondo il loro punto isoelettrico (pI); per questo passaggio è stata 
importante l‟introduzione, alla fine degli anni ‟80, delle strip di gel a 
gradiente di pH immobilizzato (IPG strip), che hanno aumentato 
notevolmente la risoluzione e la riproducibilità degli esperimenti; 
2) la 2° dimensione, l‟elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-
PAGE), separa le proteine secondo il peso molecolare (PM). 
Con questa tecnica si possono separare migliaia di proteine, anche quelle 
che differiscono per un solo amminoacido o per piccole differenze di pI e/o 
PM, ed ogni spot ottenuto corrisponde ad una singola specie proteica. Per 
una buona elettroforesi bidimensionale è essenziale un‟appropriata 
preparazione dei campioni: il processo dovrà risultare in una completa 
solubilizzazione, disaggregazione, denaturazione e riduzione delle proteine 
del campione. 
Matrix-assisted-lase-desorption-ionization time-of-flight mass-
spectrometry (MALDI-TOF-MS) è inoltre un‟altra tecnica particolarmente 
utilizzata, in combinazione con la 2D-GE, per identificare gli spot proteici 
dei gels preparativi colorati al Coomassie Colloidale.[33,29] 
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1.9  IMMUNOCHIMICA 
Un elevato gruppo di metodi biochimici si basa sull‟uso di anticorpi e 
sfrutta la proprietà di queste molecole di riconoscere uno o più epitopi 
(specifici raggruppamenti di atomi) presenti nella molecola antigene Ag 
(molecola che introdotta nell‟organismo è in grado di attivare una risposta 
anticorpale). Ogni Ag ha come proprietà l‟immunigenicità, cioè la capacità 
di indurre una risposta immunitaria, e l‟antigenicità cioè la capacità di 
reagire in maniera specifica con i prodotti finali delle risposte immuni 
(anticorpi). Le proteine eterologhe, cioè provenienti da organismi diversi 
dall‟animale trattato, di massa molecolare maggiore di 10.000 Da sono 
generalmente degli ottimi Ag, mentre i piccoli peptidi non sono di solito 
antigenici.  
Il grande pregio delle metodiche immunochimiche è che la specificità del 
riconoscimento molecolare fra Ag e anticorpo consente di rivelare e dosare 
una determinata molecola in una miscela complessa, senza purificarla dalle 
altre componenti, in qualche caso anche con notevole accuratezza e  
sensibilità. [33,34] 
Anticorpi 
Gli anticorpi (Ab)sono una classe di glicoproteine del siero prodotte dai 
linfociti b, il cui ruolo fisiologico è di legarsi in maniera specifica agli 
antigeni durante la risposta immunitaria. Noti anche come 
immunoglobuline (Ig) sono classificabili in cinque diverse classi : IgG, 
IgA, IgM, IgE e IgD. Gli anticorpi strutturalmente più semplici sono le 
IgG, costituite da quattro catene polipeptidiche: due catene leggere 
identiche tra di loro e due catene pesanti anch‟esse identiche tra loro; 
rappresentano circa l‟80% del siero. ( Fig.9 ) 
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Fig.9 Struttura base di un anticorpo 
 
L‟antigene e l‟anticorpo si legano con un sistema chiave-serratura: 
 
Fig. 10 Struttura immunocomplesso 
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L‟unione che si instaura tra un Ag ed il corrispondente anticorpo porta alla 
formazione di quello che viene definito immunocomplesso.( Fig.10) Tale 
unione è altamente specifica ed è regolata da forze di tipo chimico-fisico 
che agiscono tra i determinanti dell‟Ag e dell‟anticorpo. 
La formazione degli immunocomplessi determina una serie di eventi 
finalizzati alla definitiva distruzione o neutralizzazione dell‟Ag. [34] 
 
L‟equilibrio fra antigene monovalente (aptene) e l‟anticorpo viene espresso 
dalla legge di massa: 
 
          k
1
 
 Ab + Ag   ↔     Ab-Ag 
          k
2
 
 
 
e, ad equilibrio raggiunto, K= k
2
/k
1
 = [Ab-Ag]/[Ab][Ag]. 
K è la costante di affinità definita dalla concentrazione di epitopo libero 
necessario perché venga raggiunto il 50% di saturazione dei siti anticorpali 
ed una misura dell‟affinità intrinseca e della stabilità del legame Ag-Ab. 
 
PRODUZIONE DI ANTICORPI 
La produzione di anticorpi sfrutta il fatto che l‟organismo reagisce 
all‟incontro con un Ag estraneo, stimolando un clone di linfociti B a 
proliferare, a differenziarsi in plasmacellule e a produrre e secernere 
anticorpi specifici contro quell‟Ag ( risposta primaria). Una successiva 
introduzione dello stesso Ag agisce su un sistema immunitario che 
conserva la memoria immunologica e quindi la risposta anticorpale 
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secondaria è più pronta ed energica. Pertanto per produrre un anticorpo 
contro una molecola antigene è sufficiente: 
1. Purificare una piccola quantità di quella molecola. Ne basta qualche 
microgrammo, ma è indispensabile che la molecola sia altamente 
purificata, per evitare di stimolare la produzione di anticorpi contro 
antigeni contaminanti. 
2. Iniettare la molecola antigene in un organismo ospite (ratto, topo, 
coniglio). Lo schema di immunizzazione segue un po‟ quello che 
succede nelle vaccinazioni, con una prima iniezione e due tre 
iniezioni di richiamo a distanza di qualche settimana. A volte si 
utilizzano adiuvanti, cioè sostanze che stimolano la risposta 
anticorpale.  
3. Prelevare il siero dell‟animale immunizzato, che contiene 
l‟anticorpo. 
Un anticorpo così ottenuto viene detto policlonale, perché in realtà è una 
miscela di diverse popolazioni anticorpali, prodotte da diversi cloni 
linfocitari, che riconoscono epitopi diversi dello stesso antigene. Questo 
significa che in qualche caso l‟anticorpo può riconoscere più di un Ag. Per 
ottenere un riconoscimento molecolare e un segnale più specifici può allora 
essere opportuno usare un anticorpo monoclonale, cioè prodotto da un 
unico clone cellulare e che quindi riconosce un unico epitopo. L‟antigene 
purificato viene iniettato in un topo e si provoca la produzione di anticorpi, 
come per gli anticorpi policlonali. In questo caso però non si preleva il 
siero bensì la milza. Le cellule della milza vengono quindi fuse con cellule 
di mieloma che, essendo cellule tumorali in condizioni opportune, si 
propagano virtualmente indefinitamente.[33]Le risultanti cellule ibride 
(ibridomi) vengono cresciute e diluite tanto da poter isolare un certo 
numero di cloni cellulari, derivati da singole cellule, che vengono 
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selezionati per la capacità di produrre anticorpi in grado di riconoscere 
l‟antigene. Ogni clone per definizione produce un solo tipo di anticorpo, 
diretto contro un singolo epitopo.[34] 
  
1.9.1 METODI IMMUNOENZIMATICI: 
ELISA ( Enzyme-Lynked-Immunosorbent-Assay) 
E‟ una tecnica molto utilizzata, che si basa sulla coniugazione di enzimi 
con anticorpi o antigeni. L‟attività di questi enzimi è facilmente 
monitorabile, e consente di quantificare la concentrazione di complesso 
coniugato (marcato) con facilità e precisione. A seconda del particolare 
metodo utilizzato, l‟ELISA può servire per il dosaggio di Ag o anticorpi. 
Tipi di ELISA : 
 DIRETTO (Anticorpo primario marcato) 
 INDIRETTO ( anticorpo secondario marcato) 
 COMPETITIVO DIRETTO  
 COMPETITIVO INDIRETTO 
 DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich) DIRETTO 
 DAS- ELISA (Double Antibody sandwich) INDIRETTO 
 
METODO ELISA DIRETTO 
In questo metodo, che consente di titolare un Ag, è un anticorpo primario 
che deve essere coniugato con un enzima indicatore. Si fa reagire una 
soluzione di anticorpo specifico marcato con un enzima con un Ag 
ancorato ad una fase solida. Dopo aver lavato, si aggiunge il substrato 
dell‟enzima. In questa tecnica, l‟attività enzimatica misurata sarà 
direttamente proporzionale alla quantità di Ag presente.( Fig.11)[33] 
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Fig.11 Schema Metodo ELISA Diretto 
 
METODO ELISA INDIRETTO 
Serve per titolare un Ab, anziché un Ag. E‟ l‟anticorpo secondario ad 
essere coniugato all‟enzima. Il materiale da dosare viene fatto reagire (per 
esempio un siero umano contenente IgG ) con l‟apposito Ag legato ad una 
fase solida. Dopo la reazione del siero con l‟Ag, il materiale che non si è 
legato viene rimosso mediante lavaggio. Si aggiunge poi un anticorpo anti-
IgG coniugato con un enzima. Si lava di nuovo e si aggiunge il substrato 
dell‟enzima. L‟attività misurata sarà direttamente proporzionale alla 
quantità di anticorpo specifico presente nel siero originale.(Fig.12 )[34] 
 
 
 
Fig.12 Schema Metodo Elisa Indiretto 
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METODO ELISA COMPETITIVO DIRETTO 
A. Uso coniugato Antigene-Enzima 
Una quantità fissa di Ag marcato e diluizioni decrescenti di Ag libero 
(come standard o nel campione) vengono messe a reagire insieme nei 
confronti di un anticorpo in difetto. In questo modo l‟Ag marcato e quello 
libero si troveranno a competere per un numero limitato di siti anticorpali. 
Dopo aver lavato il complesso, si aggiunge il substrato per l‟enzima e si 
misura l‟attività enzimatica spettrofotometricamente, o flurimetricamente o 
mediante chemiluminescenza. La concentrazione del prodotto enzimatico 
misurata risulterà inversamente proporzionale alla concentrazione 
dell‟analita (Ag non marcato).(Fig.13)[33] 
 
 
Fig.13 Schema Metodo ELISA Competitivo Indiretto 
(uso coniugato Ag-Enzima) 
 
B. Uso coniugato Anticorpo-Enzima 
Questo tipo disaggio competitivo coinvolge l‟uso del coniugato anticorpo-
enzima, con l‟antigene immobilizzato sulla fase solida. La reazione di 
competizione avviene tra l‟Ag immobilizzato e quello libero in soluzione 
(come standard o  proveniente da campione), nei confronti dell‟anticorpo 
marcato presente in concentrazione fissa e in difetto. La misura del 
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prodotto della reazione enzimatica sarà inversamente proporzionale alla 
concentrazione di antigene presente nel campione.(Fig. 14)[33] 
 
Fig.14 Schema Metodo Elisa Diretto 
(Uso coniugato Ab-enzima) 
 
METODO ELISA COMPETITIVO INDIRETTO 
La procedura indica l‟uso di un anticorpo secondario marcato, in grado di 
riconoscere la regione costante dell‟anticorpo primario, precedentemente 
incubato su fase solida. La reazione di competizione avviene tra l‟Ag 
immobilizzato e quello libero in soluzione come standard o proveniente dal 
campione, nei confronti dell‟anticorpo presente in concentrazione fissa. La 
misura del prodotto enzimatico sarà direttamente proporzionale nel caso 
della misura del titolo dell‟anticorpo da determinare, mentre inversamente 
proporzionale per l‟analita.(Fig.15)[34] 
 
Fig.15 Schema Metodo Elisa Competitivo Diretto 
 
 
 
45 
 
METODO ELISA DIRETTO (a Sandwich) 
Questa metodica può essere utilizzata esclusivamente quando l‟analita 
possiede almeno due epitopi. Un eccesso di anticorpo verso il primo sito 
antigenico viene immobilizzato sulla fase solida e incubato con diluizioni 
successive di antigene  presente nel campione (incognito) o in soluzioni 
standard ( per costruire la retta di taratura). Dopo il lavaggio, il complesso 
Ag-Ab immobilizzato viene incubato con una concentrazione fissa di 
anticorpo marcato che andrà a legarsi al secondo sito antigenico 
dell‟immunocomplesso. La misura del prodotto della reazione enzimatica 
risulterà direttamente proporzionale alla concentrazione dell‟antigene 
(analita) da stimare.(Fig.16) 
 
Fig.16Schema Metodo Elisa Diretto(a Sandwich) 
 
METODO ELISA INDIRETTO( a Sandwich) 
In questo metodo è un anticorpo secondario che deve essere coniugato con 
un enzima indicatore. Si fa reagire una soluzione ignota di antigene con un 
anticorpo specifico legato ad una fase solida, si lava e si aggiunge un 
secondo anticorpo (che dovrà essere policlonale oppure dovrà essere un 
anticorpo monoclonale diverso da quello immobilizzato, capace di 
riconoscere un diverso epitopo dell‟antigene). 
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Dopo un secondo lavaggio si aggiunge un terzo anticorpo, capace di legarsi 
al secondo e contenere l‟enzima; dopo lavaggi opportuni, viene aggiunto il 
substrato dell‟enzima. In questa tecnica, l‟attività enzimatica misura in 
modo direttamente proporzionale alla quantità di antigene 
presente.(Fig.17)[33] 
 
 
Fig.17 Schema Metodo Elisa Indiretto (a Sandwich) 
 
VANTAGGI ELISA 
 Minor costo 
 Assenza di rischi derivati dall‟esposizione a radiazioni 
 Maggior praticità e versatilità 
 
FATTORI CHE INFLUENZANO LA SCELTA DEL METODO 
 Le tecniche ELISA non competitive offrono una maggiore sensibilità 
rispetto alle competitive 
 La rilevabilità finale di un‟analisi competitiva è limitata alla costante 
di attività (K) dell‟anticorpo usato. 
 La sensibilità finale dei saggi non competitivi è determinata dal 
binding non specifico degli immunoreagenti marcati 
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 Nei saggi competitivi diretti, dipende dal grado di purezza e dalla 
stabilità degli immunoreagenti, Ag o Ab, marcati con l‟enzima.  
 Quando si lavora con campioni reali (sieri, urine) possono essere 
presenti proteine in grado di modificare i traccianti enzimatici 
(proteasi) oppure di inibirne l‟attività. 
 L‟uso dell‟anticorpo secondario consente un‟amplificazione della 
risposta del saggio, poiché quando si lavora con il solo anticorpo 
primario la sensibilità dell‟analisi è fortemente influenzata 
dall‟affinità del sistema Ag-Ab-E. 
 
SENSIBILITA’ 
 Concentrazione dell‟analita 
 Sensibilità del sistema di rilevazione 
 Affinità dell‟anticorpo da usare 
 Tempo di incubazione 
 Tempo di sviluppo del prodotto enzimatico 
 Precisione del saggio 
 Volumi impiegati 
Sensibilità (analitica): capacità di un metodo di distinguere piccole 
variazioni di concentrazioni di analita. Nella terminologia abituale 
immunochimica: capacità di un metodo distinguere da piccole 
concentrazioni di analita, inversamente correlata al limite di rivelazione o 
di misura, o alla minima concentrazione misurabile ( rivelabilità) .  
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SCELTA DELL’ENZIMA 
L‟enzima da utilizzare  in un saggio ELISA deve possedere i seguenti 
requisiti: 
1. Deve essere stabile in un intervallo di temperatura compreso tra 
25°C e 37°C, con un tempo di vita di almeno sei mesi a 4°C. 
2. Deve essere disponibile commercialmente e ad un prezzo 
ragionevole. 
3. La sua attività deve essere facilmente misurata con opportuni test 
(colorimetrici, fluorimetrici, etc.). 
4. Deve essere facilmente dosabile e possedere un alto numero di turn-
over e inoltre il suo prodotto di reazione deve avere un alto 
coefficiente di estinzione molare. 
5. Non deve risentire degli effetti negativi della matrice in cui 
eventualmente è svolto il saggio. 
Gli enzimi normalmente usati sono la perossidasi e la fosfatasi. 
 
ANALISI DEI DATI 
Curva di concentrazione/risposta (curva standard, di calibrazione, di 
taratura): espressione grafica dell‟andamento della risposta del saggio al 
variare della concentrazione dell‟analita (standard) utilizzata come scala di 
calibrazione per interpolare le risposte relative ai campioni incogniti. 
 
1.9.2 ANNESSINA 5 
In uno studio precedente condotto nel nostro laboratorio è stata utilizzata 
l‟elettroforesi bidimensionale accoppiata alla spettrometria di massa per 
caratterizzare la mappa delle proteine contenute in campioni di ago aspirato 
tiroideo di pazienti affetti da noduli alla tiroide. E‟ stato condotto il 
confronto tra noduli rivelatisi benigni all‟istologia con noduli maligni. 
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Tra le proteine ottenute diversamente espresse, che maggiormente 
discriminavano i benigni dai maligni, è risultata l‟annexin A5 (ANXA 5). 
Pertanto sulla base di questi risultati l‟ANXA5 sembrava essere un 
candidato biomarker utile per la diagnosi di tumori tiroidei.[9,10] 
L‟ ANXA5 appartiene alla superfamiglia di proteine denominate annessine, 
così chiamate in quanto la loro principale proprietà è di legarsi (“annex”) 
alla membrana cellulare in maniera Ca
2+
-dipendente. Le annessine sono 
delle proteine ubiquitarie in numerosi organismi, mammiferi,  piante e sono 
implicate in diversi aspetti della biologia cellulare. Un dominio “core” 
conservato, che contiene da quattro a otto unità ripetute di 70 amminoacidi 
ognuna, rappresenta la caratteristica struttura delle annessine. Tali unità 
ripetute sono responsabili dell‟abilità delle annessine di legare i diversi 
fosfolipidi, mentre la specificità di legame di ogni annessina è 
probabilmente legata alla regione N-terminale che differisce nelle varie 
proteine. 
Durante la morte cellulare si verificano alterazioni della membrana 
plasmatica che comportano la perdita della sua integrità; nei primi stadi del 
processo apoptotico si vengono a creare modificazioni al doppio strato 
lipidico che “segnalano” ai macrofagi lo stadio apoptotico della cellula e ne 
inducono la fagocitosi. Mano a mano che il processo apoptotico 
progredisce, la permeabilità della membrana cellulare aumenta 
progressivamente; quello che si verifica è un cambiamento 
conformazionale della membrana plasmatica e precisamente della sua 
composizione asimmetrica in fosfolipidi. Il mantenimento di tale 
asimmetria è un processo che avviene con dispendio energetico e che 
coinvolge enzimi chiamati flippasi, la cui attività nelle cellule apoptotiche è 
però bloccata da un altro enzima, detto floppasi che – con un meccanismo 
„flip-flop‟ – fa passare le molecole di fosfatidilserina (PS) dallo strato 
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interno della membrana a quello esterno. L‟esternalizzazione della PS 
avviene nelle prime fasi dell‟apoptosi. 
L‟annessina V è una proteina con elevata affinità per la PS; poiché 
l‟esposizione della PS sulla membrana esterna è stata associata all‟inizio 
del processo apoptotico, l‟annessina V è considerata una proteina di 
rilevazione delle fasi precoci dell‟apoptosi .[12] 
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CAPITOLO 2 
SCOPO DELLA TESI 
L‟obiettivo di questa tesi è stata la messa a punto di un kit ELISA per la 
determinazione dell‟ANXA 5 in fluidi biologici quali siero e saliva, al fine 
di aiutare nella diagnosi di tumori tiroidei. Infatti, in uno studio precedente, 
con l‟elettroforesi bidimensionale, si è riscontrato un aumento della 
suddetta proteina in campioni di ago aspirato prelevato da noduli maligni 
rispetto ai benigni. 
La presenza di un biomarcatore in fluidi biologici la cui raccolta è meno 
invasiva rispetto all‟ago aspirato tiroideo, può essere di grande aiuto nella 
diagnosi.  
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CAPITOLO  
MATERIALI E METODI 
 
3.1 MATERIALI E STRUMENTAZIONE 
L‟acqua mQ, di grado analitico, è stata filtrata mediante l‟apparecchio 
MilliQ (PS Whatman®, Millipore Corporation, Maid Stone, England) 
BSA (Albumina da siero bovino) Sigma  
BSA al 2% in acqua mQ 
Kit commerciale BIORAD per dosaggio proteico DC/BIORAD (reagente 
A, reagente S e reagente B) 
TWEEN 20 (APPLICHEM) 
BSA al 3% in PBS-TWEEN 20(0.05%)  
NaH2PO4 * 2 H2O (APPLICHEM)   
NaCl (APPLICHEM) 
Urea 10 M (APPLICHEM) 
CHAPS (APPLICHEM) 
PBS pH 7.1 (per diluizioni ELISA) :  NaH2PO4 * 2 H2O  20mM/ NaCl 
0.9%/ H2O  mQ fino al volume di 500ml. Il pH viene corretto con NaOH 
10 N  
PBS-TWEEN 20(0.05%) 
Detergente: Urea 10 M/CHAPS 4%/ H2O  Mq fino a volume desiderato 
mAbRabbit, Annexin A1 (Cell Signaling Technology), usato per coating 
pozzetti ELISA  
Ab 1° (anticorpo primario) ANXA5, mouse (Abcam) 
Ab 2°: anti-Ab 1° legato all‟enzima, anti-mouse (Perkin-Elmer) 
Standard (STD) ANXA1 (USCN) 
Kit commerciale (Cell SignalingThecnology) per lettura saggio ELISA 
(soluzione di sviluppo TMB substrate e soluzione di stop) 
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Na2CO3 (J.T.BAKER) 
NaHCO3 (J.T.BAKER) 
Tampone Na2CO3/NaHCO3pH 9.7: Na2CO3 25mM/NaHCO3 25mM/ H2O  
mQ fino al volume di 50ml. Il pH viene corretto con HCl 4-5 N 
Piastre vergini per ELISA (THERMO SCIENTIFIC NUNC) 
Spettrofotometro (PERKIN ELMER PRECISELY Lambda 25 UV/VIS) 
Strumento per incubazione piastra ELISA (THERMO-SHAKER PST-
60HL BIOSAN) 
Strumento per lettura ELISA (Wallac Victor
2
 1420 multilabelcounter 
PERKIN ELMER) 
Centrifuga alta velocità (SIGMA) 
Centrifuga bassa velocità (BECKMAN GPR CENTRIFUGE) 
 
3.2 I PAZIENTI 
Per lo studio sono stati reclutati 88 pazienti. I campioni di siero e saliva 
utilizzati sono stati forniti dal Dipartimento di Endocrinologia della facoltà 
di Medicina e Chirurgia dell‟ Università di Pisa. Tutti i pazienti hanno dato 
il loro consenso informato per l‟inclusione nello studio. La suddivisione dei 
campioni nei tre tipi è la seguente: 44 campioni di saliva e 44 di siero. I 
campioni, ottenuti da pazienti diversi per siero e saliva, erano suddivisi in: 
11 noduli benigni, 22 noduli microfollicolari (di cui 11 benigni e 11 
maligni all‟esame istologico); 11 noduli maligni. 
 
3.3 RACCOLTA CAMPIONI 
3.3.1 CAMPIONI DI SALIVA 
I campioni di saliva a disposizione sono 44 e la raccolta è stata effettuata in 
condizioni standard, infatti la secrezione della saliva e la sua composizione 
proteica sono influenzate dal ritmo circadiano. Al paziente viene chiesto di 
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non mangiare né bere dalla sera precedente il prelievo. Il campionamento 
viene eseguito facendo masticare al paziente un tampone per due minuti 
che viene quindi centrifugato a 2400 rpm (2 min, 4°C). La saliva ottenuta si 
centrifuga a 13700 rpm per 20 minuti alla temperatura di 4°C per 
rimuovere materiale insolubile e cellule; il pellet viene eliminato e il 
sovranatante raccolto in nuove eppendorf. Su ogni campione viene 
effettuato un dosaggio proteico (DC protein assay; Bio-Rad) e quindi 
conservato a -80°C. 
 
DOSAGGIO PROTEICO DC BIORAD 
Il Biorad Dc Assay è un dosaggio colorimetrico per la determinazione della 
concentrazione delle proteine.  
La reazione è simile a quella che avviene nel metodo di Lowry, sfrutta 
quindi la combinazione con la reazione del biureto e del reagente di Folin-
Ciocolteau. 
Le proteine vengono colorate : 
- Facendo reagire ioni rame con i legami peptidici in condizioni 
alcaline si provoca la formazione di Cu(+1) (riduzione del rame ) e 
viraggio da blu a violetto (nella cosiddetta reazione del biureto in cui 
le proteine vengon mescolate a una soluzione di idrossido di 
potassio, solfato di rame e sodio potassio di tartrato).  
- Ossidando i residui amminoacidici aromatici (principalmente 
triptofano e tirosina) in presenza del reagente di Folin-Ciocolteau 
(una miscela di acido fosfotungstico e fosfomolibdico), che reagisce 
con il Cu(+1), si forma il blu molibdeno. In seguito a queste reazioni, 
i campioni proteici appaiono colorati in blu ed è possibile misurare 
l‟intensità del colore (l‟assorbanza a 750 nm), che è proporzionale 
alla concentrazione delle proteine presenti nel campione. Per avere 
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una stima quantitativa, però, è necessario mettere in relazione 
l‟assorbanza con la concentrazione delle proteine presenti nel 
campione. Per fare questo, occorre costruire una retta di taratura, 
utilizzando campioni di albumina sierica bovina (BSA) a 
concentrazione nota. Si esegue, quindi, il dosaggio anche su 
soluzioni di BSA a concentrazione nota. Se ne misura l‟assorbanza a 
750 nm e la si mette in grafico in funzione delle corrispondenti 
concentrazioni. 
Dai valori di assorbanza dei campioni, dal confronto con la retta di 
taratura, si ricavano le concentrazioni delle proteine. Nel saggio è 
importante non dimenticare di includere almeno un campione in cui 
non state aggiunte proteine, ma solo i vari reagenti. Questo campione 
(detto bianco) costituisce il riferimento vero, cioè fornisce il valore 
di assorbanza che va sottratto da tutti i campioni perché non è dovuto 
alle proteine ma ai reagenti stessi. 
Nel nostro caso la proteina standard albumina bovina è risospesa con 
acqua milliQ.  
 
 Acqua mQ BSA Concentrazione µg BSA 
Bianco 20µl - 0µg/µl 0 µg 
1 17µl 3µl 0.3µg/µl 6 µg 
2 14µl 6µl 0.6µg/µl 12 µg 
3 8µl 12µl 1.2µg/µl 24 µg 
4 2µl 18µl 1.8µg/µl 36 µg 
5 - 20µl 2.0µg/µl 40 µg 
 
 
Per il dosaggio proteico dei campioni incogniti si effettua una diluizione 
1:4 con acqua mQ per avere un volume finale di 20 µl. 
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Si preparano in doppio sia i campioni che gli standards. A tutti i campioni 
si aggiungono 100l di soluzione A, in seguito si utilizza il vortex e si fa 
una incubazione di un minuto circa. Infine si addizionano 800 l di 
reagente B, si utilizza il vortex e si procede con una incubazione a 
temperatura ambiente di 30 minuti. Al termine del periodo di incubazione 
si procede alla lettura dei campioni alla lunghezza d‟onda di 750 nm. Si 
costruisce una retta di taratura y = A * x, e dall‟equazione della retta si 
procede al calcolo della concentrazione proteica di ogni campione 
incognito tenendo presente il fattore di diluizione (nel nostro caso pari a 4): 
 
 
 
 
 
 
3.3.2 SIERO 
Sono stati raccolti 44 campioni di sangue al mattino in condizioni standard 
(senza aver mangiato e bevuto dalla sera precedente). I campioni sono 
centrifugati a 3500xg per 10 minuti a temperatura ambiente e il siero è 
conservato a -80 C°. 
 
3.4 SAGGIO ELISA   
Il Kit Elisa utilizzato è stato messo a punto nei nostri laboratori. Si tratta di 
un saggio ELISA di tipo competitivo indiretto, in cui l‟antigene legato alla 
piastra è la proteina standard dell‟ANXA5. 
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Per il nostro kit viene effettuato il coating sulla piastra con al nostra 
proteina d‟interesse, ad una concentrazione di 100 ng/ml (10 ng/pozzetto). 
Dopo un‟incubazione di 48 ore si procede come segue: 
1. Si getta la soluzione del coating e si fa un lavaggio con 350 µl di  T-
PBS (NaH2PO4*2 H2O  20Mm, NaCl 0.9% pH 7.1; TWEEN 0.05%. 
2. Si effettua un blocking (processo che ci permette di andare a saturare 
i siti non specifici del coating): si aggiungono 200 µl di BSA al 3% 
in T-PBS e si lascia in incubazione per 2 ore a temperatura ambiente. 
3. Si fa un lavaggio di tutti i pozzetti con 350 µl  di T-PBS. 
4. Si aggiunge lo standard a concentrazione crescenti (per la retta di 
taratura) o il campione (diluito 1:10, per il dosaggio della quantità di 
ANXA5) assieme all‟anticorpo primario specifico per ANXA 5 (2.5 
ng/pozzetto) e si lascia in incubazione per 1ora a 37° in agitazione a 
a 350 rpm. In questa fase l‟ANXA5 del coating compete con quella 
in soluzione per il legame all‟anticorpo primario. 
5. Si procede con 5 lavaggi (ciascuno di 2 minuti) di 350 µl l‟uno di T-
PBS  
6. Si aggiunge l‟anticorpo secondario (Anti-Rabbit) diluito 1:25000 per 
30 minuti a 37 C° e in agitazione a 350 rpm. L‟anticorpo secondario 
si lega al primario che a sua volta è legato all‟ ANXA 5. Essendo 
l‟anticorpo secondario marcato con un enzima (perossidasi), 
successivamente sarà possibile calcolare la concentrazione della 
nostra proteina. 
7. Si effettuano di nuovo 5 lavaggi (di 2 minuti ciascuno per tutti i 
pozzetti) con 350 µl di T-PBS 
8. Aggiungiamo in ogni pozzetto 100 µl della soluzione di sviluppo 
(TMB) . Si lascia in incubazione al buio a 37°C e in agitazione a  
350 rpm per 30 minuti. 
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9. Infine aggiungiamo 100µl di STOP solution e leggiamo l‟assorbanza 
a 450 nm con il Wallac. 
 
Essendo un dosaggio di tipo competitivo, avremo un segnale inversamente 
proporzionale alla quantità di proteina presente nel campione. 
Sulla base dei dati ottenuti si costruisce la retta di taratura e si ricava 
l‟equazione che verrà poi utilizzata per ottenere la concentrazione di 
ANXA 5 nei campioni biologici incogniti. 
Le differenze di espressione dell‟ANXA5 tra i gruppi di confronto 
(benigno VS maligno), per ogni fluido biologico analizzato, sono state 
determinate utilizzando il t-test di Student. I dati sono stati considerati 
statisticamente significativi con valori di p-value inferiori a 0.05. Ciò è 
stato anche effettuato per il confronto tra lesioni microfollicolari benigne e 
maligne. 
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CAPITOLO 4 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
Attualmente, le analisi cliniche e patologiche utilizzate nella diagnosi del 
carcinoma della tiroide sono insufficienti per comprendere il 
comportamento del tumore, e nuovi markers prognostici e diagnostici 
devono essere identificati. 
L‟analisi corretta di carcinomi tiroidei può essere spesso difficile in quanto 
i diversi sottotipi di carcinoma hanno un‟architettura follicolare simile, che 
risulta difficile da distinguere usando gli strumenti di analisi tradizionali.[2] 
Ciò è particolarmente vero in presenza di noduli che presentino un quadro 
citologico di proliferazione follicolare, per i quali si è costretti ad eseguire 
un intervento chirurgico di tiroidectomia per poter fare la diagnosi 
definitiva. 
I progressi nella scoperta di biomarkers tiroidei hanno portato 
all‟identificazione di varie proteine attraverso l‟espressione genica e 
l‟analisi immunoistochimica.[35,36] 
Recentemente, un più utile e promettente approccio è quello di cercare 
biomarkers non solo a livello genico, ma anche a livello proteico tramite 
tecniche di proteomica. Questi studi sono stati condotti principalmente su 
cellule, su tessuti tiroidei come carcinomi papillari e follicolari [37,38,39] 
e su noduli tiroidei freddi. 
In uno studio precedente, condotto presso il nostro laboratorio, è stata 
determinata, per la prima volta, l‟analisi del proteoma dell‟ago-aspirato 
della tiroide umana. Questo studio ha previsto l‟inclusione di 400 campioni 
di ago aspirato tiroideo, con diversa classificazione citologica ed istologica. 
Combinando l‟elettroforesi bidimensionale con la spettrometria di massa 
MALDI-TOF abbiamo quindi confrontato le immagini ottenute dai noduli 
benigni con quelli maligni. Tra le proteine differenzialmente espresse, una 
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delle proteine che meglio discriminavano i noduli maligni dai benigni, oltre 
all‟ANXA1, precedentemente studiata nei nostri laboratori, è risultata 
essere l‟ANXA5. L‟ANXA5 è una proteina che è coinvolta nella 
coagulazione sanguinea ed è stata anche ampliamente studiata come 
indicatore di morte cellulare. 
Lo scopo del presente lavoro di tesi è stato quindi quello di mettere a punto 
un kit ELISA per il riconoscimento della presenza della proteina in 
campioni biologici con raccolta meno invasiva rispetto all‟ago aspirato 
tiroideo: siero e saliva.  
Validare il risultato ottenuto su ago aspirato tiroideo in siero e saliva 
sarebbe di grande utilità a livello diagnostico. Si tratta di un approccio 
rapido, minimamente invasivo e pre-operatorio, e potrebbe affiancare la 
valutazione citologica di FNA evitando, o almeno riducendo, gli errori di 
diagnosi sull‟ago-aspirato. 
La prima parte del presente lavoro di tesi è pertanto consistita nella messa a 
punto di un dosaggio ELISA di tipo competitivo indiretto che rivelasse la 
presenza della proteina in campioni biologici. 
Per la messa a punto abbiamo provato varie condizioni per il coating e per 
l‟incubazione dell‟anticorpo primario con la proteina standard in soluzione. 
Come si può vedere dalla tabella 2 siamo arrivati ad ottenere una retta 
standard con un‟ottima linearità (r2=0.99) utilizzando un coating contenente 
100 ng/ml di proteina ed una concentrazione di 25 ng/ml dell‟anticorpo 
primario (fig18). 
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Tab2 risultati ottenuti con le diverse concentrazioni 
di standard per il coating e di anticorpo primario 
 
coating 
(ng/ml) 
anticorpo primario  
(ng/ml) 
Sensibilità 
(ng/ml) 
retta 
3000 3000 12.5-8000 saturazione 
1000 1000 12.5-8000 saturazione 
1000 100 12.5-8000 saturazione 
1000 10 12.5-8000 saturazione 
100 10 12.5-8000 r
2 
=0.97 
100 25 6.25-4000 r
2 
=0.99 
100 10 6.25-4000 r
2 
=0.97 
100 10 25-1600 r
2 
=0.95 
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Fig19: A) Grafico che illustra la relazione tra l‟assorbanza (espressa come percentuale 
in rapporto al bianco) e la concentrazione dello standard ANXA5 utilizzato per la 
costruzione della retta di taratura. B) Linearizzazione del grafico A, ottenuta riportando 
il log dei valori sull‟asse x ed y. E‟ stata riportata l‟equazione della retta risultante, 
assieme al valore r
2
 che definisce l‟entità della linearità della retta stessa. 
 
Una volta stabilite le condizioni di sensibilità del metodo (62.5-4000 
ng/ml), siamo passati a testare i campioni di siero e saliva per individuare 
la diluizione che ci permettesse di rientrare nei limiti di sensibilità del kit, 
ed abbiamo alla fine settato una diluizione ottimale di 1:10 per entrambi i 
tipi di campioni. 
Successivamente, abbiamo utilizzato questo kit per dosare l‟ANXA5 in 
alcuni campioni di siero e saliva. Nello specifico, abbiamo testato 44 
campioni di siero e 44 di saliva. I campioni erano classificati, sulla base del 
risultato citologico dell‟ago aspirato tiroideo prelevato per la presenza di un 
nodulo, in benigni (n=11), maligni (n=11) e microfollicolari (n=22). I 
microfollicolari sono poi ulteriormente classificati, in seguito all‟analisi 
istologica dopo tiroidectomia, in maligni (n=11) e benigni (n=11). 
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Come possiamo vedere in fig20 la proteina mostra una tendenza 
all‟aumento sia nel siero che in campioni salivari di pazienti con noduli 
maligni.  
 
 
Fig20: Analisi dei risultati ottenuti con saggio ELISA per l‟ANXA5 in siero e saliva. 
Ogni colonna rappresenta il valore medio dell‟intensità del segnale ± SEM. La 
significatività del confronto tra noduli benigni e noduli maligni è stata valutata con il 
test statistico t-Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; n.s. non significativo. 
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Questo dato si aggiunge ai molti dati presenti in letteratura che sostengono 
un possibile ruolo delle annessine nel processo oncogenico. In effetti le 
annessine sono tra le proteine più comunemente rivelate in studi proteomici 
e funzionali sui tumori [40]. Essendo delle “calcium- and phospholipid-
binding proteins” sono associate con le metastasi nel carcinoma al fegato, 
polmone, colon, esofago, etc... In particolare l‟ANXA5 è una proteina di 36 
KDa che sembra associata all‟apoptosi. 
Successivamente abbiamo voluto focalizzare l‟attenzione sui noduli con 
citologia microfollicolare. Infatti biomarcatori per discriminare noduli 
maligni dai benigni sarebbero molto utili soprattutto in questi casi di noduli 
microfollicolari per evitare tiroidectomie non necessarie.  
Come risulta evidente osservando la Fig21, i nostri risultati non hanno 
trovato differenza tra noduli microfollicari maligni e maligni col siero 
mentre mettono in evidenza un significativo aumento della proteina nei 
noduli microfollicolari poi rivelatisi maligni all‟istologia, rispetto a quelli 
poi risultati invece benigni, nella saliva. 
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Fig21: Analisi dei risultati ottenuti con saggio ELISA per l‟ANXA5 in siero e saliva nei 
campioni microfollicolari risultati benigni (MF_B) o tumori (MF_C) all‟istologia dopo 
tiroidectomia. Ogni colonna rappresenta il valore medio dell‟intensità del segnale ± 
SEM. La significatività del confronto tra noduli benigni e noduli maligni è stata valutata 
con il test statistico t-Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; n.s. non significativo 
 
Pertanto, l‟aumento di espressione dell‟ANXA5 nei campioni di tumore 
maligno rispetto ai benigni, conferma la proteina come biomarker 
discriminante utile a distinguere tra carcinomi e tumori benigni. Inoltre i 
nostri risultati preliminari sulla saliva, suggeriscono anche la possibilità di 
utilizzare l‟ANXA5 come marker per la discriminazione delle lesioni 
microfollicolari maligne da quelle benigne. Questo dato è incoraggiante per 
nostri studi futuri, diretti proprio alla discriminazione di questi tipi di 
noduli poiché il loro trattamento chirurgico è fortemente controverso. 
In conclusione, con questo lavoro di tesi è stato messo a punto un kit 
ELISA utile alla rilevazione della ANXA5 in campioni biologici quali siero 
e saliva. Inoltre, il nostro risultato preliminare su campioni ottenuti da 
soggetti con noduli tiroidei di diversa classificazione, conferma 
l‟importanza e la potenziale utilità del kit dell‟ANXA5 nella diagnosi dei 
tumori tiroidei, attraverso l‟utilizzo di campioni la cui raccolta è più 
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semplice, meno invasiva e sicura rispetto al FNA. Dovremo però 
proseguire la validazione aumentando il numero dei campioni, in modo da 
aumentare la potenza statistica del risultato.  
L‟introduzione di analisi specifiche, sicure e non invasive consentirebbero 
una drastica riduzione di interventi chirurgici non necessari con un impatto 
importante non solo sulla qualità della vita del paziente ma anche sul costo 
della sanità pubblica. 
 
. 
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